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Abstract 

Organisms can anticipate to periodic changes in their environment thank to the circadian 
clock, a complex network of genes that form interlocked loops. Circadian clocks are also 
active in plants, regulating processes such as flower opening or scent emission in response 
to the environment. However, the role of the circadian clock in flower rhythms remains 
poorly understood. Here we analyzed the role of the clock gene ZEITLUPE (ZTL) in scent 
emission in petunia. Silencing ZTL altered the rhythmic emission of some organic 
compounds and also modified the scent profile of petunia flowers.  
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Resumen 

Los organismos son capaces de anticiparse a los cambios cíclicos en su ambiente gracias al 
reloj biológico, un complejo red de genes que establecen bucles interconectados.  Relojes 
circadianos también están activos en plantas, regulando procesos como la apertura de las 
flores o la emisión de aromas en repuesta al ambiente. Sin embargo, el papel del reloj 
circadiano sobre los ritmos de las flores es poco conocido. En el presente trabajo, 
analizamos el papel del gen reloj ZEITLUPE (ZTL) en la emisión de aromas en petunia. El 
silenciamiento de ZTL alteró el ritmo de emisión de algunos compuestos y también 
modificó el perfil aromático de la flor de petunia. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los organismos están sujetos a cambios cíclicos en el ambiente, como la alternancia día-
noche. Los seres vivos son capaces de anticiparse a estos cambios periódicos gracias al reloj 
biológico, que consta de diversos genes que establecen una serie de bucles. Estos relojes han sido 
ampliamente estudiados en la planta modelo Arabidopsis thaliana. En esta planta se ha propuesto 
un modelo de reloj, el cual está formado por tres bucles llamados central, de la mañana y de la 
tarde. Los genes que forman parte de este sistema (como LHY o TOC1) pueden actuar como 
activadores o represores de otros elementos del reloj [1]. Como resultado de estas interacciones, 
muchos de estos genes y las proteínas que codifican varían a lo largo del día. 

En los últimos años, se han caracterizado relojes biológicos en otras especies de plantas con 
interés agronómico u ornamental, como el arroz (Oriza sativa) pero también en otras especies 
modelo, como la solanácea Nicotiana attenuata. Existen otras solanáceas con interés en 
investigación, como Petunia (Petunia spp.) que posee además interés como ornamental. En esta 
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especie se han realizado diversos estudios relacionados con la síntesis de pigmentos y compuestos 
orgánicos volátiles o con la emisión de aromas [2]. La emisión de compuestos orgánicos volátiles 
(VOCs por sus siglas en inglés) ha adquirido una especial relevancia ya que éstos desempeñan 
funciones tales como repeler herbívoros o atraer polinizadores, lo cual juega un papel importante 
en la polinización y en la producción. Además, se sabe que estos VOCs pueden variar a lo largo del 
día. Pese a que se conocen las rutas biosintéticas de estos compuestos, se desconoce qué papel 
desempeñan los genes del reloj en la regulación de la síntesis y emisión de aromas. 

Por ello, en el presente estudio se abordará el estudio del efecto del gen reloj ZEITLUPE 
(PhZTL), que codifica una proteína que controla la degradación de TOC1 y PRR5 además de 
intervenir en la floración y  en la emisión de volátiles en flores de petunia. 

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Transformación de petunia 

Para silenciar el gen PhZTL se clonó un fragmento de 255 pb del mismo, empleando el vector 
pHELLSGATE12 [3]. Para la transformación se usó la línea silvestre (o wild-type, WT) W115 o 
Mitchell. 

2.2 Material vegetal y condiciones de cultivo 

Las plantas (tres por cada uno de los siguientes grupos: W115 y dos líneas transgénicas 
independientes de generación 2 o T2, denominadas RNAi:ZTL3 y RNAi:ZTL10), crecieron en los 
invernaderos de la Finca Experimental Tomás Ferro. Para seleccionar las plantas transgénicas se 
realizó una PCR con cebadores específicos (NPTII, sentido: CCTGCTTGCCGAATATCATGGTGG, 
antisentido: CGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGG) y de acorde al protocolo de la polimerasa 
(KAPABIOSYSTEMS). Las plantas se trasladaron a una cámara de cultivo días antes de la toma de 
muestras, donde fueron aclimatadas a días cortos (8 horas de luz y 23°C, 16 horas de oscuridad a 
18°C). El inicio del día se definió como ZT 0 (Zeitgeber time). 

2.3 Expresión génica 

Se tomaron pétalos de flores de 2-3 días de edad cada 6 horas durante un ciclo de 24h. El 
tejido fue congelado inmediatamente en nitrógeno líquido y almacenado a -80°C hasta la posterior 
extracción de ARN. La extracción de ARN total se realizó según [4]. Para la síntesis de ADNc (ADN 
complementario) se procedió según lo indicado por el fabricante (Maxima Reverse Transcriptase, 
Thermo Scientific). Para la PCR a tiempo real o cuantitativa (qPCR) se empleó el sistema Mx3000P 
(Agilent Technologies) y SYBR Green Master Mix (Takara, Clontech), según los respectivos 
manuales, con las siguientes condiciones: una desnaturalización inicial de 95°C durante 30” 
seguida de 40 ciclos a 95°C durante 5”, 60°C 20” y 72°C 15”. Como genes de referencia se usaron 
EF1α y CYP [5] y las siguientes secuencias de PhZTL sentido TGCATCTGTTGGCTCTGTTT y 
antisentido CCCCAACCCAATCTCTTAGC. La expresión génica se calculó con el programa REST 
2008 (http://www.gene-quantification.de/rest-2008.html ). 

2.4 Emisión de volátiles 

La recolección de volátiles se realizó según lo descrito por [6], utilizando un recipiente de 
cristal en lugar de uno plástico y una flor cortada de 2-3 días por cada réplica biológica. El 
muestreo se llevó a cabo cada 3 horas durante un ciclo de 24 horas en las mismas condiciones 
descritas en el apartado anterior. Para representar los datos de los compuestos seleccionados, se 
dividió el área integrada de cada pico por el peso en fresco de la flor. Además, se usó la librería 
“MetaCycle” [7] (R v.3.2.2) para detectar ritmos en la emisión de volátiles. 

 

http://www.gene-quantification.de/rest-2008.html
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

La expresión de ZTL en pétalo fue menor en ambas líneas bajo días cortos (Fig. 1A).  

Por otro lado, seleccionamos 13 VOCs para su posterior análisis (no se muestran todos). 
Dichos compuestos pertenecían a la ruta de los fenilpropanoides y bencenoides; la mayoría 
aumentaron su emisión durante la noche (benzoato de metilo, Fig. 1B) [4], y está sincronizada a 
la actividad de sus polinizadores [8]. Sin embargo, observamos una serie de diferencias entre 
silvestres y líneas RNAi. Primero, algunos de estos compuestos, como el alcohol bencílico, 
adelantaron su máximo o pico de emisión respecto al silvestre, mientras que otros, como el acetato 
de bencilo, retrasaron este máximo (tabla 1). Por otro lado, el periodo (definido con el tiempo 
transcurrido entre dos picos, es decir, un ciclo completo) para algunos compuestos, como el 
acetato de bencilo, fue mayor en las plantas transgénicas (24h) comparado con las silvestres 
(21h). Además, el perfil aromático, definido como la contribución de cada compuesto individual 
al aroma, también varió; así la proporción de benzaldehído emitida por las flores RNAi:ZTL 
aumentó un 11% pero el fenilacetaldehído descendió ligeramente, entre 3-4%, en las líneas 
transgénicas (Fig. 1C). Estudios previos sobre el silenciamiento de genes reloj mostraron una 
alteración de los ritmos de apertura de las flores y la emisión de VOCs [9,10]. Sin embargo, dichos 
estudios no analizaron los posibles cambios en el perfil aromático; dichos cambios podrían alterar 
las interacciones con polinizadores, herbívoros incluso planta-planta.  

 

4. CONCLUSIONES 

El silenciamiento de PhZTL en petunia parece alterar tanto el ritmo de emisión de ciertos 
compuestos volátiles como la cantidad emitida, modificando al perfil aromático típico de esta 
especie. 
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Figura 1. A) Expresión de PhZTL en pétalo de petunia. B) Emisión del benzoato de metilo a lo 
largo de 24h. C) Perfil aromático, representando la emisión total en 24 h. 

 

Tabla 1. Detección de ritmos de dos de los volátiles analizados con MetaCycle. W115 es el 

silvestre, RNAi:ZTL3 y 10 son líneas transgénicas. Un valor P < 0,05 indica que el compuesto 

mostró una emisión rítmica. La fase se define como el punto (en horas) con la máxima emisión. 

Volátil Parámetro W115 RNAi:ZTL3 RNAi:ZTL10 

Alcohol bencílico Valor P 4,07e-05 6,71e-03 4,07e-05 

 Fase 21,5 20 20 

Benzoato de bencilo Valor P 0.00 0.02 0.00 

 Fase 15,5 17 17 

 
  




